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In situ PCR法の開発とその組織化学染色法の確立
に関する研究
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研究成果概要
本研究の基本的な目的は、組織切片においてmRNAIこ特異的なポリメラーゼ連鎖反応(PCR法)
を行い、高い特異性と感受性を持つmRNA検出法を開発することである。まず、本研究初段階
で、切片上の逆転写の至適条件を決定できたので、この技荷を用いて切片内に含まれるcRNA{ビ
オチンなし)をその後のPCR法の鋳型として作成することに着手した。この技術の確立のために
は、このcRNAを最も効果的に増殖し可視化するためのPCR至適条件を決定することである。具
体的には、 1)適正なPCR法の条件決定、 2)効果的なゼオチン化の条件PCR(標織をPCR伸長
反応過程に導入手たは標織ブライマーを使用)、 3)標破産物の可視化の蛋適条件決定(免疫
組織化学的手法の応用)、 4)画像解析装置を用いた定量解析(マックアスペク卜使用)、な
どである.このうち、 1)に関してはほぼ満足のいく条件が決定できたが、通常の試験管内に
おけるPCR条件とはいくつかの点で異なっており、その理論的根拠を現在なお探索中である。次
に2)のビオチン咋の条件に関しては標識ブライマーを用いるよりは標識をPCR伸長反応過程に
導入する方が効率および安定性の面で勝っていることが明らかとなった。ただし、過剰量のビ
オチンを導入した場合、 PCR法におけるハイプリダイゼーションの効率が低下することも判明し
たので、感受性を向上するための導入比率を厳格に規定することが重要であるo 3)の可視化
条件に関しては、研究の進麗がみられ、浮遊切片を用いる独自のinsituハイプリダイゼーショ
ン組織化学の確立ができると自信を持つことができたo 4)の目標も基礎的な問題は解決し、
単に染色部分の、面積を測定することばかりでなく、染色の濃淡をも定量解析できる方法の開
発に取り組んでいる。
以上、本研究の月前はある程度達成されたと言えるが、技術的に習熟すべき点が残されてお
り、一般的な実用化にはいま少し時聞がかかる。この最終段階の問題点を解決できれば、論文
として発表可能と期待できる。
